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Isolamento e Caracterização de 
Bactérias Endofíticas de Cana-de-
açúcar Raras e Comuns Com Ênfase na 
Fixação Biológica do Nitrogênio
Mayana Mirelly Horta Santos1, Marcelo Ferreira Fernandes2,  Érika Cristina 
Teixeira dos Anjos Brandão3 
Resumo 
O nitrogênio (N) é um componente elementar para a nutrição de toda espécie 
vegetal. Entretanto, este macronutriente não é encontrado na forma assimilável 
na atmosfera terrestre. Um grupo de bactérias assimbióticas, denominadas 
diazotrófi cas, converte o N2 atmosférico em amônia através do processo de 
fi xação biológica do N (FBN) em plantas não leguminosas. A cana-de-açúcar 
é uma planta em crescente expansão produtiva em solos brasileiros devido à 
sua importância para a geração de álcool biocombustível. Para o isolamento 
de bactérias ainda não cultivadas de cana-de-açúcar com maior potencial para 
a FBN propôs-se neste trabalho utilizar meios de cultura não convencionais. O 
objetivo do trabalho foi obter uma coleção de isolados de bactérias endofíticas 
raras e comuns de variedades de cana-de-açúcar e posterior caracterização 
por meio da atividade de redução do acetileno in vitro. O isolamento seguiu o 
método proposto por Dobereiner et al. (1995). Os meios de cultura utilizados 
foram: NFb, JNFb, LGI, LGIP, JMV e WG, além das suas diluições 1:5 (v/v) 
e meios NFb e LGI acrescidos de xilana ou celulose como fonte de carbono 
ou solução especial de vitaminas. O número de células/mL foi determinado 
nos dois isolamentos através da visualização de película característica de 
diazotrófi cos e resultados conferidos na tabela de McCrady (DOBEREINER 
et al., 1995). Para o teste de redução de acetileno in vitro, os isolados 
bacterianos foram crescidos nos meios específi cos sem azul de bromotimol. 
O etileno produzido foi quantifi cado em um cromatógrafo a gás equipado com 
um detector de ionização e coluna GS-Carbon PLOT. O resultado do número 
mais provável demonstrou que houve diferença na detecção de película 
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característica de diazotrófi cos nos meios semissólidos em relação a variedade 
e ao meio de cultura utilizado, comparando-se especialmente com o número 
de isolados obtidos após recuperação destes isolados em meios sólidos. Dos 
43 isolados de bactérias endofíticas testados cinco apresentaram atividade 
de redução de acetileno (ARA positivo), sendo que o isolado RB373 obtido 
da variedade RB92579 e do meio de cultura não convencional NFb + xilana, 
produziu quantidade de etileno convertido superior ao do isolado padrão G. 
diazotrophicus PAL-5, em média 1.287 nmol C2H4/μg BSA/dia. Bactérias 
isoladas de raízes de cana-de-açúcar utilizando-se meios convencionais 
modifi cados, como o NFb + xilana, apresentam potencial para alta fi xação 
biológica do nitrogênio.  
Palavras-chave: atividade de redução do acetileno, bactérias não cultiváveis, 
diazotrófi cas e Saccharum. 
Introdução
A cana-de-açúcar (Saccharum sp) tem uma grande importância social para a 
economia mundial, por ser responsável pela produção de álcool e açúcar. Foi 
introduzida no Brasil no inicio do século XVI e prosperou principalmente na 
região Nordeste (Santana, 2014). Para uma boa produção agrícola a planta 
necessita de fonte adequada de nutriente para o seu desenvolvimento. Um dos 
elementos essenciais para a nutrição é o nitrogênio (N), é um macronutriente, 
que colabora para a formação de substâncias essenciais para as plantas 
(CLARKSON e HANSON, 1980). A ausência da adubação com este nutriente é 
um dos fatores mais limitantes para produção vegetal nos trópicos (Greenwood 
et al., 1991). Embora 80% da atmosfera sejam constituídos de N2, esta fonte 
não é diretamente disponível às plantas. No entanto, um grupo específi co 
de bactéria assimbiótico, denominado diazotrófi cas, é capaz de disponibilizar 
este N atmosférico para culturas associadas através do processo de fi xação 
biológica do N (FBN) (BALDANI et al., 1997). 
Há quase 100 anos reconhece-se que menos de 10% das células presentes 
em amostras de solo se multiplicam e formam colônias em meios de cultura 
em laboratório. O cultivo e a caracterização de bactérias diazotrófi cas ainda 
não cultivadas podem levar a um melhor entendimento do seu papel no 
ciclo do N e na sucessão primária (HUANG et al., 2011). Esforços de cultivo 
necessitam ser direcionados para cultivar novos representantes destes e de 
outros grupos diversos, de modo a permitir a caracterização adequada dos 
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aspectos genéticos, fi siológicos e ecológicos de divisões pouco conhecidas 
(HUGENHOLTZ et al., 1998). Uma importante ferramenta é criar sistemas 
artifi ciais que mimetizem as condições naturais. Algumas tentativas como 
simulações da condição química do habitat natural, interações entre fatores 
bióticos e abióticos, o uso da diversidade de micro-organismos (cocultivo) tem 
sido bem sucedidas (PHAM e KIM, 2012). O objetivo do trabalho foi obter uma 
coleção de isolados de bactérias endofíticas raras e comuns de variedades de 
cana-de-açúcar e posterior caracterização por meio da atividade de redução do 
acetileno in vitro.
Material e Métodos
Coletas de amostras biológicas de quatro variedades de cana-de-açúcar 
foram realizadas durante o período de novembro de 2013 e janeiro de 2014. 
As amostras de raízes foram levadas para o Laboratório de Microbiologia do 
Solo da Embrapa Tabuleiros Costeiros (Aracaju – SE) e fi caram armazenadas 
sob refrigeração até o processamento. Para a obtenção de isolados raros e 
comuns utilizou-se raízes de quatro genótipos de cana-de-açúcar (RB867515, 
RB92579, RB931530, SP791011) obtidos de plantios comerciais das Usinas 
Coruripe (Coruripe - AL) e da Usina São José de Pinheiro (Laranjeiras - SE). 
Neste trabalho propusemos utilizar meios semissólidos convencionais e não 
convencionais para o isolamento de bactérias diazotrófi cas assimbióticas ainda 
não cultivadas em condições de laboratório. Os meios convencionais são 
aqueles típicos para o crescimento de diazotrófi cas: NFb, JNFb, LGI, LGI-P, 
JMV, conforme descrição de Dobereiner et al.(1995). Além destes, utilizou-se o 
meio oligotrófi co de Winogradski, também para o crescimento de diazotrófi cas, 
conforme composição descrita por Hara et al. (2009). Foram propostos 
também meios não convencionais como: os meios NFB e LGI acrescidos de 
xilana (obtido de madeira de faia, Sigma) e celulose (carboximetil-celulose, 
Acros Organics) na concentração de 0,05%. Os demais meios de cultura foram 
diluições 1:5 (v/v) dos meios citados anteriormente (NFb, JNFb, LGI, LGIP 
e JMV). Todos os meios de cultura foram solidifi cados com gelana 0,06% 
(Phytagel, Sigma). Para o isolamento, dez gramas de raízes foram lavadas e 
trituradas em liquidifi cador com solução salina a 0,85%. Em seguida, foram 
feitas diluições seriadas do inoculo original (10-2 a 10-7). Para determinar a 
contagem de diazotrófi cos em cada tratamento (variedade/meio de cultura), 
fez-se a inoculação de 0,1 mL das três últimas diluições (10-5, 10-6 e 10-7) em 
três frascos/diluição. Este método permitiu a contagem de frascos com película 
característica de diazotrófi cos formada nos meios semissólidos. Os resultados 
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da contagem são apresentados segundo a Tabela de McCrady para 3 tubos/
diluição (DOBEREINER et al., 1995).  Após a etapa das repicagens sucessivas 
para os meio semissólidos específi cos procedeu-se a purifi cação em meios 
sólidos semelhantes aos originais solidifi cados com gelana na concentração 
de 1,5%. As colônias morfologicamente diferentes foram armazenadas em 
meio líquido com glicerol 50% (-20 e -80°C) e em óleo mineral (4°C). Todos 
os isolados foram reativados em meio Digs com pH específi co para cada meio 
de cultura, estes isolados foram posteriormente crescidos em meio Eosina 
Azul de Metileno (EMB, Oxoid) e incubados a 37ºC durante 48 horas. O meio 
EMB é específi co para família Enterobacteriaceae. O crescimento positivo pode 
ser forte indício de este isolado pertencer a esta família, cujas espécies são 
potencialmente patogênicas a seres humanos. Devido a esta possibilidade as 
bactérias com crescimento positivo neste meio de cultura não serão utilizadas 
nos testes posteriores. 
A efi ciência de FBN dos isolados foi determinada pelo método de redução 
do acetileno in vitro, em meios semissólidos específi cos para cada isolado, 
semelhante ao do isolamento, sem N e sem azul de bromotimol. Culturas 
em estoque dos isolados bacterianos obtidos na etapa do isolamento com 
película característica de diazotrófi cas foram utilizadas para inoculação dos 
frascos com meios semissólidos específi cos. Erlenmeyers contendo 15 mL 
de meio Digs líquido foram inoculados com 50μL dessas culturas e incubados 
a 32°C por 48h para ativação das mesmas. Após a verifi cação da turvação, 
alíquotas de 40 μL foram utilizadas para inoculação de frascos de penicilina 
(10 mL) contendo 5mL de meios semissólidos específi cos. Esses frascos 
foram fechados com tampão de algodão e incubados a 32°C no escuro.
Após o aparecimento da película e/ou a turvação dos meios, características 
do crescimento bacteriano, cada frasco foi então fechado com um septo 
de borracha, sendo 10% da atmosfera dos meios (0,5 mL) substituída por 
acetileno de alta pureza, através de uma seringa hipodérmica (HAAHTELA et 
al., 1981). A produção de etileno foi determinada após 7 dias de incubação a 
32°C. Para uma melhor determinação deste composto cada isolado foi feito 
em triplicata. 100 μL da amostra gasosa da atmosfera dos frascos foi injetado 
no cromatógrafo a gás (Perkin-Elmer, Clarus 500) com um detetor de ionização 
de chamas (FID) e coluna GS – CarbonPLOT (Agilent Technologies). As 
temperaturas de operação do injetor, da coluna e do detector foram de 100°C, 
150°C 180°C, respectivamente. Para a corrida do gás de arraste foi utilizado 
Nitrogênio ultrapuro (99,99%). A efi ciência relativa de FBN in vitro dos isolados 
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foi expressa em nmol de etileno/μg de proteína/dia. A conversão das áreas 
cromatográfi cas por unidade de massa foi feita com a criação de uma curva 
padrão com quantidades crescentes desse gás. Os isolados que apresentaram 
picos de etileno foram separados para quantifi car o teor de proteína de cada 
frasco através do método de Bradford (1976), conforme o protocolo “Micro 
2 mL Assay” descrito pelo fabricante do reagente utilizado (Sigma, St. Louis, 
EUA). Nesse protocolo partes iguais das amostras e do reagente de Bradford 
são misturados. Desta forma, foram retiradas alíquotas de 1mL das amostras 
com resposta positiva acetileno-etileno, as quais foram levadas em sequência 
para um banho-maria a 100°C, por 20 min (em triplicata). E após 5 minutos 
foram feitas leituras em espectrofotômetro com comprimento de onda de 
595nm (ZAIA et al., 1998). Os efeitos dos isolados sobre a atividade de 
redução relativa de acetileno (ARA) foram comparados utilizando-se o teste 
de Dunnett (p = 0,05). Como controle foi empregada a estirpe PAL5 de 
Gluconacetobacter diazotophicus para comparação com os isolados de cana-de-
açúcar. Essas análises foram feitas utilizando-se o software S-PLUS versão 4.
Resultados e Discussão
No 1º isolamento foram obtidos 123 isolados e no 2º isolamento 95 isolados 
bacterianos. Destes, 69 (56,1%) apresentaram crescimento negativo em meio 
EMB a 37ºC no 1º isolamento e 40 (42%) no 2º isolamento. Os isolados que 
apresentaram crescimento negativo em EMB a 37°C são aqueles que serão 
caracterizados quanto à atividade de redução de acetileno e molecular.  Os 
resultados referentes a estes isolamentos podem ser observados, na Tabela 1.
O número de células/mL, que refl ete a presença de película característica de 
diazotrófi cos nos meios semissólidos, antes do isolamento das bactérias em 
cultura pura, referentes ao 1º isolamento das variedades de cana-de-açúcar, 
foi superior para a variedade RB867515 em relação a variedade RB92579. No 
entanto, este resultado não se refl etiu no número de isolados obtidos após 
repicagem para o meio sólido; verifi cou-se que 54 isolados foram obtidos para 
a RB867515, enquanto 68 foram obtidos da variedade RB92579. Hara et al. 
(2009) verifi caram que algumas espécies de Pseudomonas spp. Fixadoras de 
N são incapazes de crescer em meio sólido. Eles afi rmaram que nos meios 
semissólidos não há apenas um isolado bacteriano, mas sim um consórcio de 
espécies e por isso nem todas as espécies são capazes de crescer isoladamente 
em cultura pura.
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Quanto aos meios de cultura utilizados observou-se que para os meios 
específi cos NFb e JNFb o número de células/mL apresentou-se superior quanto 
comparados aos demais. Marra et al. (2012) também observaram que o 
número de células/g de raízes também variaram em diferentes meios de cultura, 
destacando-se os meios NFb e JNFb quando comparados ao meio LGI. 
Para o 2º isolamento pode-se destacar que o número de células/mL foi inferior 
ao do 1º isolamento. Pode-se destacar o que ocorreu no meio de cultura NFB 
+ solução de vitaminas com um total de 110x106 células/mL. No entanto, 
quando acrescentou-se a mesma solução de vitaminas no meio específi co LGI 
observou-se que o número de células/mL correspondeu a 0, ou seja, houve 
ausência de película característica para diazotrófi cos.  Quanto ao número de 
isolados obtidos no 2º isolamento obteve-se maior número de isolados em 
cultura pura na variedade RB931530, destacando-se o número de isolados 
obtidos nos meios NFb, com ou sem suplementação de fontes de carbono 
(xilana e celulose).
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De 43 isolados testados quanto à atividade de redução do acetileno in vitro, 
detectada por cromatografi a gasosa, foi observado que o isolado RB373 
produziu em média 1.287 nmol de etileno/μg BSA/dia, cerca de 3,5 vezes maior 
do que o isolado de referência Gluconacetobacter diazotrophicus PAL-5. Porém, 
outros quatro isolados foram signifi cativamente diferentes da G. diazotrophicus 
PAL-5, produzindo uma quantidade menor de etileno/frasco (tabela 2). Ainda 
restam 66 isolados a serem testados quanto à atividade de redução do 
acetileno. Hara et al. (2009) também observaram em meio solidifi cado com 
gelana uma produção de etileno in vitro variando de 47 a 1.041 nmol de 
etileno/dia.
Conclusões
Bactérias endofíticas com película característica para organismos diazotrófi cos 
são capazes de crescer em meios convencionais e não convencionais 
(modifi cados). Um isolado endofítico obtido da variedade RB92579 e do meio 
de cultura NFb + xilana é positivo para fi xação biológica do nitrogênio.   
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Tabela 2. Isolados de bactérias diazotrófi cas cana-de-açucar e seus respectivos tratamentos 
(variedade e meios de cultura) e médias de atividade de redução do acetileno (ARA relativo)
a A estirpe PAL-5 de Gluconacetobacter diazotrophicus foi utilizada como referência para ARA relativo.
* Valores médios de ARA relativo (nmol C2H4/μg BSA/dia) signifi cativamente diferentes ao da referência 
padrão Gd PAL-5, pelo teste de Dunnet (p ≤ 0,05).
Isolados Variedade Meio de cultura
ARA relativo
(nmol C2H4/μg BSA/dia)
RB172 RB867515 LGIP 18* 
RB261 RB92579 LGI (1:5) 29*
RB282 RB92579 LGIP (1:5) 42*
RB373 RB92579 NFb + xilana 1.287*
SP293 SP791011 NFb + celulose 12*
Gd
PAL-5 a
- LGIP 358
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